













































































































































































































































































Moderate  levels  of  reactive  oxygen  species  (ROS)  act  as mediators  in  cellular  signalling 
processes. An important source of cardiac ROS is the highly expressed NADPH oxidase (NOX) 
family  isoform  NOX2.  However,  little  is  known  about  whether  NOX‐derived  ROS  are 
protective in the heart. 
In this study we show that CD29 (β1‐integrin), a cell adhesion receptor highly expressed on 
cardiac muscle cells,  induces NOX‐dependent ROS. CD29  is known  to be mandatory  in cell 
growth and survival, and non‐functional CD29 causes severe heart disease. We demonstrate 
that  NOX2‐derived  ROS  are  essential  for  CD29‐induced  survival  signalling,  including  the 
PI3K/PKB  and  MEK/ERK  pathways.  Furthermore,  CD29‐induced  NOX‐derived  ROS  are 
indispensible in the inhibition of the pro‐apoptotic kinase GSK‐3β, which we uncovered as a 
downstream target of both the ERK and PKB survival pathways in cardiac muscle cells. These 


















Cardiovascular  disease  (CVD)  is  the  leading  cause  of  death  globally with  estimated  17.1 
million people dying per year according to the WHO1. About 80% of these deaths occurred in 
the developing countries [Smith Jr., Jackson et al. 2004]. CVD encompass hypertensive heart 
disease  (due  to  high  blood  pressure),  coronary  heart  disease  (including  myocardial 
infarction), valvular heart disease, congenital heart disease and idiopathic cardiomyopathies, 
cerebrovascular  (including  stroke)  and  peripheral‐vascular  diseases, most  of which  occur 
with no geographic, gender or socio‐economic boundaries2.  
The  heart  is  the  first  organ  formed  in  the  embryo  [Olson  2004].  It  requires  precise 
functionality and  is  responsible  for blood circulation,  thereby  supplying  the organism with 
the  required  oxygen  and  nutrients.  Heart  formation  is  closely  regulated,  and  any  subtle 
perturbation of this process might have devastating consequences such as congenital heart 
disease  (CHD)  [Srivastava  and  Olson  2000].  Here,  cardiac malformation  or  abnormalities 
occur  due  to  mutations  in  control  genes  involved  in  heart  development.  Besides  the 
developing heart, also the adult heart is prone to malfunction. Conditions of haemodynamic 
stress such as myocardial  infarction, hypertension, aortic stenosis and valvular dysfunction, 
cause  injury  of  the  heart.  This  leads  to  the  development  of  adaptive  (compensatory  or 






























Figure  1.  Cardiac  remodelling  due  to  environmental  stimuli.  The  heart  adapts  (remodels)  in 
response  to  environmental  conditions  causing  the heart  to  shrink  (A; Atrophy) or  grow  (B  and C; 
hypertrophy). While  normal  remodelling  occurs  during  exercise,  pregnancy,  and  postnatal  growth 
(physiological hypertrophy), pathologic  remodelling due  to neurohumoral activation, hypertension, 
and  myocardial  injury  lead  to  pathologic  hypertrophy.  The  initial  adaptation  in  pathologic 
hypertrophy  is  also  known  as  compensated  (adaptive)  hypertrophy  which  will  develop  to 











The  main  cell  types  in  the  myocardium  (figure  2)  are  cardiomyocytes  (CMC)  and  non‐
myocytes  including  cardiac  fibroblasts  (FB),  vascular  smooth  muscle  cells  (VSMC)  and 
endothelial cells (EC). In the past, CMC and FB were thought to account for 30% and 70% of 
the heart, respectively [Weber 1989; Baudino, Carver et al. 2006]. This view has changed in 
the  last  couple  of  years,  because  more  specific  markers  are  now  available  for  the 
identification of FB. These markers  include the discoidin domain receptor  (DDR2, FB) or α‐
MHC  (CMC).  DDR2,  which  belongs  to  the  family  of  collagen‐specific  receptor  tyrosine 
kinases,  is  capable  of  transmitting  extracellular  signals  into  the  cell  [Schlessinger  1997; 
Goldsmith,  Hoffman  et  al.  2004].  Using  FACS  analysis,  Banerjee  and  colleagues  recently 
confirmed  that  the number and  type of cardiac cells  in  the heart varies depending on  the 
developmental  stage,  the  physiological  or  pathophysiological  conditions  and  also  the 
species.  Neonatal  murine  hearts  (day  1)  were  composed  of  10  %  FB  versus  70%  CMC 
compared to neonatal rat hearts (day 1) with 30% FB and 62 % CMC [Banerjee, Yekkala et al. 
2006;  Banerjee,  Fuseler  et  al.  2007].  Cardiac  FB  produce  various  proteins  found  in  the 













in  cell  junctions  such  as  tight  junctions,  gap  junctions  or  desmosomes.  In  case  b)  cells 
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connect  to  surrounding  components  of  the  ECM  through  plasma  membrane  adhesion 
receptors. These  include polysaccharides and proteins, which are secretion products of the 
present cells [Lodish, Berk et al. 2008]. The cell adhesion receptor classes involved in group 
a)  are  cadherins  and  immunoglobulin  (Ig)‐superfamily  CAM,  both  of  which  generate 
homophilic  (self)  interactions.  The  receptors  of  group  b)  include  integrins which  bind  to 
multiadhesive ECM proteins such as laminin (LN), and selectins which bind to carbohydrates 
of  the  counter‐receptors  (glycoproteins)  [Hynes  1999;  Juliano  2002].  Collagens, 
proteoglycans  and  structural  glycoproteins  (also  known  as multiadhesive matrix  proteins) 
are the three classes of ECM components distinguished  in vertebrates. Collagens are highly 
abundant structural components forming fibres of type  I,  II and  III, or sheets and networks 





Overall,  the heart’s  interstitium  (figure 2)  can be  subdivided  into  three parts: epimysium, 
perimysium, and endomysium. The epimysium surrounds  the entire muscle and  is  located 
along the epicardial and endocardial surfaces. The perimysial collagen fibres cover groups of 
cardiomyocytes,  organized  in  laminae  of  two  to  five  myocytes  in  thickness.  Further, 
permysial  strands  are  located  between muscle  bundles  to  connect  to  adjacent  collagen 
weaves. Endomysial collagen fibres which are formed from the perimysium either surround 
individual  cardiomyocytes,  or  connect  adjoining myocytes  to  another  or  to  capillaries  by 
perpendicular  attachments  [Weber  1989;  Goldsmith  and  Borg  2002;  Pope,  Sands  et  al. 
2008].  FBs  lie near or between  cardiomyocytes;  connecting either with  them or with one 


















Figure  2.  The  cardiac  interstitium.  The  interstitium  connects  cardiac  myocytes,  intramyocardial 
coronary arteries, arterioles, capillaries and veins and thereby provides a structure that is important 
for contractility and viability of  the myocardium. Moreover,  it also maintains defence mechanisms 
(against  invading  foreign  proteins,  bacteria  or  viruses),  and  facilitates  the  exchange  of  nutrients 
between myocytes and capillaries [Weber 1989]. The lateral surfaces of myocytes are connected by 
endomysial  collagen  fibres  (struts),  gap  junctions  and  slender  filaments  [Robinson,  Factor  et  al. 
1987].  Struts  lie  between  mammalian  cardiomyocytes,  myocytes  and  capillaries,  myocytes  and 








and 3)  their  respective  tensile  strength and  resilience are  important determinants of 
diastolic and systolic myocardial stiffness and serve to resist myocardial deformation, 
maintain  shape  and  wall  thickness  and  prevent  ventricular  aneurysm  and  rupture” 
[Weber 1989]. 
 
However,  if the physiologial conditions of heart cells change, the  form and  function of the 
ECM has to adapt, a process which known as remodelling [Weber, Sun et al. 1994; Goldsmith 





ECM,  too.  Alterations  of  the  interstitium  results  in  loss  of  normal  structural  support  and 
changes in myocardial geometry and function [Spinale 2002], which plays an important role 
in  the progression  to hear  failure[Miner and Miller 2006].  Indeed, Gustafsson et al.  (2003) 
pointed out that: 
 
 “changes  in  the ECM components which are constantly being  remodelled, degraded, 
and  resynthesized  locally,  can  modulate  their  interactions  of  a  cell  with  its 
environment.  The matrix  also  serves  as  a  reservoir  for many  extracellular  signalling 
molecules that control cell growth and differentiation. In addition the matrix provides a 
lattice  through  or  on which  cells  can move,  particularly  in  the  early  stage  of  tissue 
assembly.  Morphogenesis  ‐  the  stage  of  embryonic  development  in  which  tissues, 
organs and body parts are  formed by  cell movements and  re‐arrangements  ‐ also  is 
critically dependent on cell matrix adhesion as well as cell‐cell adhesion. [..] Disruption 
in  cell‐matrix  or  cell‐cell  interactions  can  have  devastating  consequences  for  the 
development of  tissues, as  is  seen  in  the dramatic  changes  in  the  skeletal  system of 




is  recessive  and  embryonic‐lethal) were  intercrossed,  the  resulting  strains  had  embryonic 
defects  such  as  a  deficit  in  mesoderm  or  neuronal  tube  formation  [George,  George‐













Receptors  that maintain  connections  a)  among  cells  and  b)  between  cells  and  the  ECM 
represent the large family of cell adhesion receptors. Integrins, cadherins, selectins and IgG 
superfamily (immunoglobulin‐cell adhesion molecules: Ig‐CAMs) are members of this family 
(figure  3)  [Aplin,  Howe  et  al.  1998;  Hynes  1999;  Juliano  2002].  Among  these,  integrins 
represent  the major  receptor  group  in  the  ECM  in  cardiomyocytes  [Ross  and Borg 2001]. 
Early studies in neonatal rat ventricular myocytes (NRVM) showed a tight binding of this cell 



















Integrins have been  identified  from  sponges  to chicken  to mammals, but are absent  from 
plants,  fungi  or  bacteria  [Hynes  and  Zhao  2000;  Takada,  Ye  et  al.  2007].  In  mammals, 
connections  to  ECM  components  are  essential  for  the  survival  and  the  structural  and 
 
17 
functional  integrity of CMC  [Meredith, Fazeli et al. 1993; Hynes 1996].  In particular,  these 
transmembrane cell surface adhesion receptors bind ECM proteins such as LN, collagen and 
FN [Hynes 1992; Ross and Borg 2001]. Integrins are heterodimeric transmembrane receptors 
composed  of  different  α‐  and  β‐subunits,  which  can  form  24  distinct  receptors;  these 
receptors  are  in  a  bent  conformation  in  quiescent  and  in  an  extended  conformation  in 
activated adherent cells [Askari, Tynan et al. 2010].  
 
Based  on  their  binding  affinity,  the  integrin  family  can  be  grouped  (figure  4,.for  an 
informative  review  see  [Barczyk,  Carracedo  et  al.  2010])  into  RGD‐binding,  LN‐binding, 
collagen binding‐receptors, and  leukocyte specific  receptors  [Hynes 1987; Hynes 2002]. As 
their name  implies, the RGD binding group binds to the short tripeptide sequence Arg‐Gly‐
Asp,  one  or more  of which  are  found  in many  ECM  proteins  such  as  FN,  fibrinogen  or 









Figure  4.  Integrin  subunits  and  their  binding  partners.  The  coloured  α  bars  represent  the  ligand 
specificity: where α3, α6 and α7  represent LN binding  receptors  (turquoise), α1, α2, α10, and α11 are 
collagen binding (yellow), α5, αv and α8 (grey pentagon) represent RGD binding receptors. β7 (green 
sun) and β2  integrins  (not depicted here; pairs with αL, αM, αX, and αD) are restricted  to  leukocytes 
[Hynes 2002]. A given β‐subunit  (SU) binds several α SUs, and some α‐SU can bind several β‐SU. α 





Also, different RGD binding  integrins have different affinities  to  the RGD  sequence  [Hynes 
1992].  While  α5β1,  αIbβ3  and  αvβ  integrins  recognize  RGD,  αIIbβ3  integrins  additionally 
recognize  the  sequence  KQAGDV  in  fibrinogen;  α2β1  binds  the  sequence  DGEA  in  type  I 
collagen;  α4β1  binds  EILDV  in  alternatively  spliced  FN;  and  αvβ2  binds GPRP  in  fibrinogen 
[Loike,  Sodeik et  al. 1991].  Ligand binding by  integrins  requires divalent  cations  [D`Souza, 
Ginsberg et al. 1991]. Collagen‐binding integrins recognize the sequence GFP*GER (where P* 
stands for hydroxyproline) [Knight, Morton et al. 1998]. These findings clearly  indicate that 
integrin  binding  to  RGD  sequences  is  not  sufficient  to  explain  the  specificity  of  ligand 




(β1A  β1B,  β1C,  β1C‐2  and  β1D),  which  can  activate  different  signalling  cascades  resulting  in 
different cellular responses. β1A and β1D splice variants differ only by 13 amino acids in their 








3.2.1.1.) Integrin structure 
 
Both, α and β subunits are comprised of a large extracellular domain (700‐1100 amino acids) 
followed by  a hydrophobic membrane  spanning part  and a  short  cytosolic domain  (20‐60 
amino  acids)  [Ruoslahti  and  Pierschbacher  1987].  Integrins  bind  to  an  array  of  distinct 
proteins [McDonald 1989; Plow, Haas et al. 2000; Van der Fllier and Sonnenberg 2001], and 
can be bound by anti‐integrin antibodies [Diamond and Springer 1994]. The α‐ and β‐integrin 
subunits  consist  of  several  characteristic  domains  as  illustrated  in  figure  5A  and  B.  The 




an  αA domain. This  αA domain  is  also  known  as  I domain  and  is  located between  the  β‐
sheets 2 and 3 of  the β propeller domain;  it contains a metal‐ion‐dependent adhesive site 
(MIDAS, occupied by a divalent cation) for binding of negatively charged ligand residues. The 













Figure  5.  Common  integrin  structure with  organized  regions.  TM:  transmembrane  domain;  cyto: 
cytoplasmic domain; genu: knee; PSI: Plexin‐semaphorin‐integrin domain. The head part contains the 




“leg”. The head  is composed of the βA domain (or β  I‐like domain) which  is  inserted  in the 














Integrins  are  not  constitutively  active,  persisting  in  an  inactive,  bent  conformation.  It  is 
hypothesised that this closed conformation embodies a  low affinity state for  ligand binding 
[Arnaout, Goodman et al. 2007]. The knee region keeps the integrin receptors of quiescent, 
non‐activated  cells  in  the  bent  conformation.  Upon  activation,  the  conformation  of  the 
receptor  changes  and  the  “leg”  swings  open  into  a  state  primed  for  activation  [Luo  and 
Springer  2006],  and  then  an  activated,  extended  state  with  an  open  headpiece,  finally 
resulting  in  integrin clustering with high apparent affinity  (or avidity)  [Rocco, Rosano et al. 
2008; Byron, Humphries et al. 2009]. Some models imply a separation of the transmembrane 
and cytosolic domains [Wegener and Campbell 2008], whereas Rocco et al. (2009) proposes 
that  tail  domains  stay  in  contact  [Rocco,  Rosano  et  al.  2008]  during  inside‐out  signalling, 
whereas outside‐in signalling may be independent of this separation. 
Recently, Askari  et al.  (2010)  showed  that  α5β1  integrin  can be directly  activated  at  focal 
adhesions  of  adherent  cells  in  response  to  binding  of  stimulating  anti‐β1  and  anti‐α5 
monoclonal antibodies directed  to  several epitopes of  the extracellular part of a mutated 
α5β1 integrin receptor [Askari, Tynan et al. 2010]. In that study, the integrin α‐subunit and β‐
subunit were  locked together through a disulphide bond. By use of the FLIM (fluorescence 
lifetime  imaging  microscopy)  based  FRET  (fluorescence  resonance  energy  transfer) 
technology, α5β1 conformational changes were observed in human foreskin FB. 
 
3.2.1.2.) Integrin signalling 
 
Integrins can signal in two directions: a) from the outside into the cell (outside‐in signalling) 





signalling  happens  synergistically  with  co‐stimulators,  ligands,  and/or  cations  (Mn2+), 
however, it can be also triggered experimentally by so‐called activating antibodies [Bazzoni, 
Ma et al. 1998]. Since cytosolic  integrin domains do not have kinase activity,  they have  to 
recruit  functional proteins to  focal adhesion sites  in order for signalling to occur  [Giancotti 
and Ruoslahti 1999]. Integrin signalling is a complex matter, because these receptors bind to 
an array of proteins and  lipids. Zaidel‐Bar et al.  (2007)  illustrated  the complex network of 













Figure  6.  The  integrin  signalling  network.  This  network  consists  of  156  components  that  can  be 
divided  into  different  functional  groups:  25  adaptor  proteins,  24  cytoskeletal  proteins,  nine  actin 
binding proteins,  ten  serine/threonine protein  kinases,  three  serine/threonine phosphatases, nine 
tyrosine phosphatases, eight tyrosine kinases, eight GTPase activating proteins (GAPs), eight guanine‐
nucleotide  exchange  factors  (GEFs)  seven  transmembrane  receptors,  six  adhesion  proteins,  five 
GTPases and 32 others. Taken from Zaidel‐Bar et al. (2007). 
 
Integrins  bind  to  cytoskeletal  proteins  including  talin,  paxilin  and  α‐actinin,  vinculin,  and 
actin microfilaments,  predominantly  via  their  cytosolic  β‐domain  [Clark  and Brugge  1995; 
Giancotti  and  Ruoslahti  1999].  These  scaffold  proteins  provide  stability  in  cell  adhesion, 








[Clark  and  Brugge  1995].  The  lipid  kinase  phosphoinositide  (PI)‐3‐OH  kinase  (PI3K) 
phosphorylates  its substrate, the protein kinase B (PKB, also known as Akt) either  in a FAK‐




3.2.1.3.) β1-integrin (CD29) 
3.2.1.3.1.) β1 integrin-induced survival and signalling 
 
The β1  integrin subunit (also known as CD29, very  late antigen or VLA  in humans) [Hemler, 
Huang et al. 1987; Hynes 1987], represents the most abundant  isoform expressed  in foetal 
and postnatal rat heart [Carver, Price et al. 1994; de Melker and Sonnenberg 1999], where it 






For  instance, a Chinese ovary hamster cell  line  that expressed α5β1  integrin was protected 
from apoptosis by Bcl‐2 upregulation [Zhang, Vuori et al. 1995]. Lei et al. (2008) showed that 
endothelial  CD29  expression  is  needed  for  postnatal  vascular  remodelling.  Homozygous 
deletion  of  CD29  in  the  endothelium  led  to  embryonic  death  whereas  heterozygous 
endothelial CD29 deletion did not diminish  foetal or postnatal  survival but  reduced CD29 





impaired  cardiac  differentiation,  fibrosis  and  heart  failure  [Fässler  and Meyer  1995;  Shai, 
Harpf et al. 2002]. Deficiency in CD29 is reported to cause increased myocardial dysfunction 
after myocardial infarction in mice [Krishnamurthy, Subramanian et al. 2006].  
In  vitro,  CD29  is  directly  activated  by  the  binding  of  ECM  components  or  activating 




[Byron,  Humphries  et  al.  2009].  Through  activation  of  above  signalling  kinases,  CD29 
participates in the regulation of CMC growth and survival [Ross and Borg 2001]. Specifically, 
CD29 mediates α‐adrenergic receptor‐stimulated hypertrophy [Ross, Pham et al. 1998] and 
inhibits  β‐adrenergic  receptor‐induced  apoptosis  [Communal,  Singh  et  al.  2003; Menon, 
Singh et al. 2005].  
 
3.2.1.3.2.) Effects of CD29 engagement on JNK/SAPK  
 
The  JNK  (c‐Jun  N‐terminal  kinase)  /SAPK  (stress‐activated  protein  kinase)  belongs  to  the 
MAPK (mitogen‐activated protein kinase) superfamily, besides ERK and the p38 MAP kinases 





but  not  transient  activation  of  JNK  is  linked  to  apoptosis  [Andreka,  Zang  et  al.  2001;  Lin 
2002]. ROS have been assumed to cause sensitive and permanent activation of JNK [Nakano, 
Nakajima  et  al.  2006].  Reinhard  et  al.  (1997)  showed  that  TNFα‐induced  JNK  activation 
occurred  independently of  the death pathway  [Reinhard,  Shamoon et  al. 1997]. Whereas 
insulin‐like growth  factor protects human neuroblastoma cells  from apoptosis  through  the 






3.2.1.3.3.) Src family kinase and protein kinase C are likely upstream partners in CD29-
induced survival signalling 
 
Integrin  engagement  results  in  the  recruitment  of  several  protein  kinases  to  propagate 
signals, including upstream protein tyrosine kinases such as Src (Src family kinases), FAK, as 
well as a serine/threonine kinase  ILK  [Giancotti 1997; Giancotti and Ruoslahti 1999]. Upon 
auto‐phosphorylation  of  FAK  at  residue  Tyr397,  a  binding  site  for  Src’s  Src  homology  2 
domain (SH2) is created in chicken embryo cells [Schaller, Hildebrand et al. 1994]. Based on 
reports  that  inhibition  of  PI3K  by  Wortmannin  or  Ly  inhibited  phosphorylation  of  the 
regulatory NADPH  oxidase  (NOX)  subunit  p47phox,  and  hence  suppressing NOX  activity  in 








PKCγ,  novel  PKCs  (nPKC)  PKCδ,  PKCε,  PKCη,  PKCθ  and  PKC  related  kinases  (PKN)  include 
PKN1, PKN2 and PKN3. It is of note that Src kinase interacts with PKCζ in nerve growth factor 
(NGF)‐stimulated  PC12  cells  (a  cell  line  derived  from  a  pheochromocytoma  ‐  a 
neuroendocrine tumour ‐ of the rat adrenal medulla) [Greene and Tischler 1976]. Tyrsosine 
residues of PKCζ were  shown  to be only phosphorylated  in  the presence of  Src  kinase  in 
PC12  cells  [Seibenhener, Roehm et al. 1999]. Also, PKCδ was  shown  to be a  target of Src 
tyrosine kinase phosphorylation [Gschwendt, Kielbasse et al. 1994].  In 2009, Gupte and co‐
workers  showed  that  Src  kinase  mediated  PKC‐induced  NOX2  activation  and  peroxide 
production upon phorbol 12, 13‐butryate treatment in coronary artery smooth muscle cells 
[Gupte,  Kaminski  et  al.  2009].  Moreover,  intracellular  lipoxygenase  (LOX)‐derived  ROS 










radicals, etc.)  and non‐radicals  (hydrogen peroxide, H2O2). However, other  terms,  such  as 
reactive oxygen  intermediates  (ROI) or  reactive oxygen mediators  (ROM), are also used  in 
the  literature. Radicals are defined as any molecule  species having one or more unpaired 
electrons,  and  participating  in  one‐electron  transfer  reactions  [Halliwell  and  Gutteridge 
1985]. ROS  are  generated  as by‐products  in many metabolic processes, or  as products of 
enzymatically catalysed processes. 
The ground state of molecular oxygen (O2) bears two unpaired electrons with parallel spins 
in  the 2π* molecular orbitals  (figure 7). Two different  singlet oxygen  states exist, both of 
which  contain  two  electrons  of  anti‐parallel  spins  in  their  2π*orbitals.  These  states  of 

















For  instance,  superoxide  is  formed  by  one‐electron  transfer  from  the  electron  transport 
chains  of mitochondria,  chloroplasts  or  the  endoplasmic  reticulum  (ER),  but  also  by  the 
respiratory  (oxidative)  burst  oxidase  in  phagocytes  [Hancock,  Desikan  et  al.  2001]  and 
xanthine  oxidase  [Halliwell  and Gutteridge  1985]. H2O2  has  no  unpaired  electrons  and  is 
either spontaneously formed at low pH or in a reaction catalysed by the enzyme superoxide 
dismutase  (SOD),  which  was  uncovered  by  McCord  &  Fridovich  in  1969  [McCord  and 




Mn, nickel  (Ni) or  iron  (Fe)  ions.  In humans,  three  SOD  subtypes  can be distinguished,  a) 
extracellular SOD (ecSOD or SOD3, homotetrameric and glycosylated, and heparin binding), 
b)  intracellular,  homodimeric  SOD  (Cu/Zn‐SOD  or  SOD1,  found  in  the  cytosol,  nucleolus, 
lysosomes and the intermembrane space of mitochondria) and c) homotetrameric SOD (Mn‐
SOD or SOD2, in the mitochondrial matrix) [Fridovich March 2009]. Mn‐SOD obtains its main 
superoxide  anions  from  the  mitochondrial  respiratory  chain.  Lack  of  Mn‐SOD  results  in 
dilated  cardiomyopathy  and  neonatal  lethality  in  knock‐out  mice  [Matés  2000].  TNF 
application  in mice “selectively  induces Mn‐SOD expression and human Mn‐SOD expressed 










handle  oxygen  in  living  systems  ranging  from  bacteria  to mammals.  Irrespective  of  ROS‐
induced  toxic  effects  including  lipid‐peroxidation,  DNA  damage  (strand  breaks),  and 






[Rhee  2006],  activating  signalling  cascades  that  have  been  implicated  in  cell  survival  and 
growth.  Sources  of  such  ROS  (figure  8)  include  xanthine  oxidase,  mitochondria,  5‐
lipoxygenase, and NOX, the latter having been implicated as an important source of cardiac 









































radicals  radicals  in what  is  termed a  respiratory or oxidative burst. This phenomenon was 





regulatory  subunits.  Studies  from patients  suffering  from  inherent  chronic  granulomatous 
disease  (CGD)  showed  their  incapability  to  deal  with  bacterial  infections  due  to  loss  of 
functional NOX.  In most cases (66.6%), CGD could explained by a defective CYBB (gp91phox) 
gene,  followed by defective CYBA  (p22phox), NCF1  (p47phox) or NCF2  (p67phox)  genes  [Segal 
and Shatwell 1997]. NOX is not restricted to leukocytes; several NOX homologues have been 
identified  in non‐phagocytes  including NOX1‐5 and, DUOX1‐2 [Geiszt and Leto 2004], and a 
NOX2  splice  variant  NOX2S  [Heidari,  Shah  et  al.  2004]  in  various  tissues  and  species 
[Lambeth, Cheng  et  al. 2000; Geiszt  and  Leto 2004; Kawahara, Quinn  et  al.  2007].  In  the 
heart, NOX2 has been reported as the predominant isoform, but also NOX4 and NOX1 have 
been shown to be expressed  in rat CMC [Hingtgen, Tian et al. 2006]. NOX2 and NOX1 both 











Early  studies  in  phagocytes  showed  that  phosphorylations  of  the  cytosolic  NOX  subunits 
(including p47phox  and p67phox)  regulate NOX  [Heyworth,  Shrimpton et  al. 1989; Okamura, 
Babior  et  al.  1990;  Uhlinger,  Taylor  et  al.  1994].  Upon  phosphorylation  these  proteins, 
together with  rac1/2  and p40phox,  translocate  to  the  transmembrane gp91phox  and p22phox 
[De Leo, Ulman et al. 1996; Vignais 2002], followed by a conformational change  in p47 phox 



























including  heart,  lung  and  the  central  nervous  system  ‐  NOX‐derived  ROS  have  been 








al.  2010]  Cells  use  H2O2  as  signalling  modulators  regulating  peroxyredoxin  signalling 
[Toledano, Planson et al. 2010] and activating protein tyrosine kinases. Gianonni et al. (2005) 
showed that  in NIH 3T3 cells, Src  is activated through H2O2‐mediated oxidation of cysteine 
residues  and  subsequent  phosphorylation  upon  cell  adhesion  [Giannoni,  Buricchi  et  al. 
2005]. In CMC survival was determined by activation of ERK through Src and Ras as well as by 
activation  of  the  PI3K/PKB  pathway  in  response  to  H2O2  [Aikawa,  Komuro  et  al.  1997; 
Aikawa, Nawano et al. 2000]. ROS have also been implicated as mandatory mediators during 
cell adhesion [Chiarugi, Pani et al. 2003]. Further, increased ROS levels have been observed 
upon  excessive  exercise  [Ristow,  Zarse  et  al.  2009].  If  those  ROS  are  scavenged  by 





Various  stimuli  including  growth  factors  and G‐protein  coupled  receptor  (GPCR)  agonists 
induce  intracellular ROS [Finkel 1998; Finkel 1999; Xiao, Pimentel et al. 2002]. NOX plays a 
decisive  role  in myocardial ROS  formation  [Bendall, Cave et  al. 2002;  Sawyer,  Siwik et  al. 
2002].  By  contrast,  previous  studies  (Chirugi,  2003;  Giannoni,  2008)  concluded  that  the 
integrin  requirement  for  growth  factor  signalling depends mainly on  lipoxygenase‐derived 
ROS, based on  the use of  synthetic  inhibitors. As noted before, at moderate  levels, NOX‐
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derived  ROS  act  as  second  messengers  in  redox‐signalling,  activating  several  signalling 
kinases implicated in cell survival and growth [Sawyer, Siwik et al. 2002; Rhee 2006].  
Although  NOX  or  NOX‐derived  ROS  are  generally  implicated  in  physiological  and 
pathophysiological  processes  [Bedard  and  Krause  2007],  they  are mainly  associated with 
pro‐apoptotic processes in the heart [Akki, Zhang et al. 2009], which may be due to the lack 
of  studies  in morphologically  normal  CMC,  of  comprehensive  studies,  and  the  choice  of 
stimulus  and working model. NOX was  implicated  as  a mediator  of  ischaemia  and GPCR‐
induced apoptosis  in H9C2  cells based on  the use of  synthetic  inhibitors  [Qin, Patel et al. 
2006]. Likewise, NOX was shown  to be  involved  in cardiac hypertrophy and  fibrosis. While 
NOX2  was  reported  to  be  involved  in  GPCR‐dependent  myocardial  hypertrophy,  it  is 
dispensable  in pressure overload‐induced hypertrophy  [Maytin,  Siwik et  al. 2004]. On  the 
other hand,  the  lack of NOX2  in  ischaemic preconditioning prevented NOX‐associated pro‐
survival signalling and protection against  ischaemia and reperfusion  injury [Bell, Cave et al. 
2005]. Irrespective of the number of studies performed to elucidate the role of cardiac NOX 








Its deletion  is  embryonic  lethal  and  its  loss of  function or  disruption  causes  severe heart 
diseases.  CD29‐induced  survival  signalling  cascades  in  healthy,  morphologically  normal 
cardiomyocytes are barely investigated. Further, several lines of evidence suggest a potential 





special  focus on  the  PI3K/PKB  and  the MAPK pathways.  It was  also  investigated whether 
GSK‐3β, which  is reported to be a direct substrate of PKB, could be  involved  in pro‐survival 
signalling.  Further,  likely  upstream  kinases  of  PI3K/PKB,  MAPK  and/or  NOX  were 




sensor  NFκB,  the  O2





4.) MATERIALS & METHODS 
4.1.) Reagents 
Materials  for  cell  culture:  Reagents  from  GIBCO/Invitrogen:  Dubelco’s Modified  Eagels Medium 




from Sigma Aldrich, Collagenase was  from Worthington, Accutase  from PAA Laboratories  (The  cell 
culture company). Culture  flasks T75 and T25, as well as sterile 5 mL, 10 mL and 25 mL serological 
plastic  pipettes,  1.5 mL  and  2.0 mL micro  tubes,  syringe  filter  (Filtropour  S;  nonpyrogenic/sterile 




Treatments:  Wortmannin  (#W1628),  U0126  (#U120),  apocynin  ([4′‐hydroxy‐3′‐
methoxyacetophenone], acetovanillone, #W508454)   DPI  (diphenyleneiodonium chloride, #D2926), 
PMA  [12‐O‐tetradecanoylphorbol  13‐acetate,  4β,9α,12β,13α,20‐pentahydroxytiglia‐1,6‐dien‐3‐one 
12‐tetradecanoate  13‐acetate,  #P1585],  phenylephrine  (PE,  phenylephrine  hydrochloride,  #P6126) 
were purchased from Sigma‐Aldrich; LY294002 (LY, [2‐(4‐morpholinyl) 8‐phenyl‐4H‐1‐benzopyran‐4‐
one], #440202‐5MG  ) Akti1/2  (PKB  inhibitor VIII;  isozyme  selective,  [1,3‐dihydro‐1‐(1‐((4‐(6‐phenyl‐
1H‐imidazo[4,5‐g]quinoxalin‐7‐yl)phenyl)methyl)‐4‐piperidinyl)‐2H‐benzimidazol‐2‐on];  #124018‐
1MG),  PP2  ([4‐amino‐5‐(4‐chlorophenyl)‐7‐(t‐butyl)pyrazol[3,4‐d]pyrimidine],  #529573‐1MG), 
SU6656  (Src  family  kinase  inhibitor,  #572635‐1MG)  and  MnTMPyP  ([Mn(III)tatrakis(1‐methyl‐4‐
pyridyl) porphyrin pentachloride], #475872‐25MG was stored desiccated in Drierite® from Fluka at ‐
20°C) were purchased  from Merck. H3232  (PKC  inhibitor; 19‐31, #H‐3232.0001) was  from Bachem. 





























































Antibodies:  Anti‐phospho‐ERK1/2  [p44/42‐MAPK,  (Thr202/Tyr204)],  anti‐phospho‐MEK1/2 
(Ser217/221),  monoclonal  anti‐phospho‐Akt  [(Ser437)  (193H12)],  anti‐phospho‐GSK‐3β  (Ser9), 
phospho‐src  tyrosine   kinase  (Tyr416), non‐phospho  src  (Tyr 527), phospho PKCζ/λ/δ  (Thr410/403) 
and corresponding anti‐total p44/42 MAP kinase, MEK1/2, Akt, monoclonal GSK‐3β, Src, PKCζ rabbit 




mL Tween 20 were added and pH adjusted  to 2.2. Restore™ Plus Western Blot  stripping Buffer  (# 
46430) from Thermo Scientific was used. 
 
RNA‐isolation:  TRIzol  or  TRI  reagent  was  purchased  from  Invitrogen  or  Sigma,  respectively. 
Chloroform  and  isopropanol  (2‐propanol)  were  from  Fluka,  nuclease‐free  water  (#R0582),  RNA 
loading  dye  from  Fermentas.  EtOH  absolute  (96%) was  from  Sigma.  Equipment  needed  a  cooling 








(Riboblock; # EO0381),  reverse  transcriptase  (RevertAid™ H Minus M‐MuLV RT; #EP0452), Reverse 
Transcriptase/RevertAid  5x  buffer  Buffer  were  from  Fermentas.  Equipment:  Thermal  cycler/PCR 
machine. 
PCR: Nuclease  free water  (Fermentas, #R0582), Sigma REDTaq® ReadyMix™ PCR  reaction mix with 












and  cut  in equal pieces. Ventricle pieces were digested  in 0.05%  trypsin‐EDTA  in a 50 mL 
tube (Sarstedt) for 14 hours with gentle agitation in a square box at 4°C, to ensure controlled 
rolling of  the  tube. The  following day  trypsin‐EDTA was  removed and pieces were washed 
once with 10 mL 7% FCS‐DMEM (low glucose) by shaking gently in a pre‐warmed water bath 
at  37°C  for  4  minutes.  After  having  removed  the  FCS‐containing  DMEM,  a  step‐wise 
digestion with 7 mL 0.07% (w/v) collagenase  in 50 mL HBSS followed for 1 to 8 minutes,  in 
which  the  first  step  lasted  5  minutes.  Each  digestion  step  was  stopped  when  the 
collagenase‐cell suspension turned cloudy. Aliquots were collected in 50 mL tubes containing 
10  mL  7%  FCS‐DMEM  that  were  kept  on  ice.  Since  with  each  digestion  step  (7  mL 
collagenase‐HBSS)  the  ventricle  pieces  release  cardiomyocytes  and  non‐myocytes,  the 
ventricular tissue left gets slurry and its transfer to the collected cells must be avoided. After 
the  7th  digestion  step,  first  the  collected  cell  suspension  and  second  the  tissue  left  in 
collagenase‐HBSS solution were filtered with a 100 µm cell strainer to remove tissue parts, 
the tubes rinsed with 7% FCS‐DMEM, equilibrated  in volume and centrifuged for 8 minutes 
























transferred  to  T75  Sarstedt‐flasks.  Non‐myocytes  were  removed  by  pre‐plating  of  these 
flasks  at  37  °C  and  5%  CO2  for  2  h.  The  cell  number  was  estimated  using  a  Neubauer 
haemocytometer counting chamber [yield= Mean (total number of cells in 4 grids/ 4) × 104 × 
(cell  suspension  volume)]. 10%  FCS‐DMEM  (with P/S, Hepes  and BrdU) was used  to plate 
cells  of  each  strain  on  LN  pre‐coated  (70  µg/mL)  35 mm  dishes  (P35)  or  12‐well  plates. 












Cells were  thawed at room  temperature, and  transferred  to a Sarstedt  tube containing 19 
mL  pre‐warmed  FCS‐DMEM  (4.5g/L  glucose)  supplemented  with  10%  FCS.  The  cell 
 
39 
suspension was centrifuged  for 5 minutes at 1300  rpm and  room  temperature. The pellet 










few mL 10% FCS DMEM  (4.5g/L glucose) and cells centrifuged at 1300  rpm  for 5 minutes. 




300000 cells per P60  (used within  the next 48 h) and 200000 cells  (for experiments  in  the 
following 74 h). For estimating the cell number, a Neubauer counting chamber with trypan 
blue as an exclusion dye for dead cells was used.  
4.2.2.3.) Cryopreservation  
 
The  total volume of  the  cell  suspension  to be  frozen was estimated;  cells were  collected, 
counted and re‐suspended in 10% FCS‐DMEM supplemented with 10% FCS and 20% DMSO; 
one  T75  flask  equals  4  cryotubes  with  1  mL  volume  each.  A  cryofreezing  container 











NRVM were  treated with  the  following  compounds: W,  LY, Akti1/2, U, DPI, PP2,  SU6656, 


















BrdU    200mM 100µM 1:2000  
DPI    10mM 10µM 1:1000 dissolved in DMSO
H3232  PKC‐inhibitor  1 mM 10 µM 1:100 dissolved in 5% acetic acid
CD29  β1‐integrin    10 µg/mL 1: 50 40µL/2 mL 
      15 µg /mL 1:33.3• 60 µL/2 mL 
LN  Laminin 1 mg/mL 70 µg/mL 1:14.3 500µl/ well of a 12 well plate
1 mL/P35 
LY  PI3K‐Inhibitor  1mM 1µM 1:1000 dissolved in DMSO
MnT  MnTMPyP  5mM 5 µM 1:1000 dissolved in water; keep 
desiccated 
PP2  Src‐Inhibitor  10 mM 10 µM 1:1000 dissolved in DMSO
SU6656  Src‐inhibitor  10 mM 10 µM 1:1000 dissolved in DMSO;
 











After cardiomyocytes were changed  to SF‐DMEM,  they were  infected with viral constructs 






µL  (P60) cell  lysis buffer, centrifuged at 15000  rpm  for 15 min at 4  °C,  supernatants were 
collected  in  new  micro  tubes  (Eppendorf).  Cell  lysis  buffer  (1:10  in  ddH2O)  was 
supplemented  with  1 mM  Pefabloc  SC  Plus  and  phosphatase  cocktail  1  (1:100).  Sample 
protein  concentrations  were  estimated  using  a  Pierce  protein  BCA  kit  (Thermo  Fischer 
Scientific)  [Kurien and Scofield 2003]. 10µg  (ERK), 25µg  (PKB) and 35µg  (GSK‐3β, Src, PKC) 
protein  were  prepared  according  to  Fermentas  DualColor  protein  loading  buffer  pack 















Volts  (90 V)  till  the  tracking dye  reached  the bottom of  the gel. Next,  fibre pads, blotting 
paper  (Whatmann,  extra  thick,  pure  cellulose)  and  PVDF‐ membranes were  soaked  in  1× 
used  transfer  buffer,  whereas  PVDF‐  membranes  were  first  activated  for  10  second  in 
methanol  (Chromasolv®,  Sigma)  and  5  minutes  in  ddH2O.  The  transfer  apparatus  was 
assembled (electrophoresis blotting module, 2 gel holder cassettes and the Bio‐IceTM cooling 
unit; pre‐cooled  transfer buffer; Bio‐Rad), placed  in  a  styrofoam box  surrounded with  ice 
cubes (a stir bar  inside the buffer tank). The tank transfer system was plugged to a BioRad 
Power Pac 3000  for 2 hours with  constant Volts  (100 V). After  transfer, membranes were 
reactivated  in methanol and blocked  in 5% milk/TBST (TBS with 0.1% Tween‐20, Sigma) for 
GSK‐3β  (Ser9) or 4% BSA/TBST  for 30  to 60 minutes. Effectiveness of protein  transfer was 
checked by either staining gels with Coomassie Blue R  (Sigma) or staining  the membranes 
with Ponceau S solution (Sigma).  
Membranes were  incubated with  the primary antibody overnight, while  gently  shaking  at 
4°C  (phospho and  total ERK 1:5000, phospho and  total PKB,  total GSK3β 1:2500, phospho‐
GSK‐3β,  phospho‐Src,  phospho‐PKCζ  dilutions  1:1500,). Membranes were washed  3  times 
with TBST for 15 minutes. HRP‐conjugated secondary antibody (in 4% BSA/TBST) was added 
and  left  for  45 min with  gentle  shaking  at  room  temperature.  Finally membranes were 
washed  3  ×  with  TBST  for  15  min,  ECL  was  prepared  according  to  the  manufacturer’s 
protocols (Perkin Elmer Biosciences; Oxidizing Reagent Plus and Enhanced Luminol Reagent 
Plus  in  ratio  1:1)  to  detect  immunoreactive  bands with  a  blue  X‐ray  film  (Fisher  Thermo 










































































PBS  prior  to  lysing with  1.4 mL  Trizol  (Invitrogen)  or  TRI®  reagent  (Sigma)  on  each  P60 
culture dish. Cell  lysates were passed  several  times  through a pipette,  scraped with a cell 
scraper and collected in 2 mL microtubes (Sarstedt). Homogenised cells (NRVM) were stored 
at ‐80°C. 
Trizol  samples were  centrifuged  for 10 min  at 12000 g  and 4°C  in a precooled  centrifuge 
(Hettich MIKRO 22R). 1000 µL were transferred to fresh, sterilized 1.5 microtube, 200 µL ice‐
cold  chloroform  was  applied.  The  two  solutions  were mixed  by  inversion,  left  at  room 
temperature  for 5 minutes  and  centrifuged  for 15 min  at 12000 g  and 4°C.  The  aqueous 
phase (containing RNA) was transferred to new micro tubes. RNA was precipitated by adding 
the  same  volume  ice‐cold  2‐propanol,  and  left  at  room  temperature  for  10  minutes, 
followed by a centrifugation step for 15 min at 12000 g and 4°C.  
After discarding the supernatant the RNA pellet was washed with 75% ethanol in RNase‐free 





















at  37°C  followed  by  application  of  25 mM  EDTA  and  incubation  at  65°C  for10 minutes. 
Samples were kept on ice until use for cDNA synthesis. 
 




































Gene  NCBI accession #  Primer  Sequence (5' ? 3')  Product length 
NCF1  NM_053734.2   RnNCF1‐1f  ACCTATCGCCGCAACAGCGT 954
NCF1    RnNCF1‐1r  CGCCCAGATGTTGGAACACGGA 954
NOX1*  AF152963  RnNOX1‐1f  TGAACAACAGCACTCACCAATGCC 245
NOX1*    RnNOX1‐1r  AGTTGTTGAACCAGGCAAAGGCAC 245
CYBB*  AF298656  RnCYBB‐1f  GTGGAGTGGTGTGTGAATGC 324
CYBB*    RnCYBB‐1r  TCCACGTACAATTCGCTCAG 324
NOX4  NM_053524.1   RnNOX4‐1f  TTCCGTCCCAAGCACCGAGC 431
NOX4    RnNOX4‐1r  CAGGGCGTTCACCAAGTGGGC 431
ITGB1  NM_017022.2   RnITGB1‐1f  GCAGGCGTGGTTGCCGGAAT 951
ITGB1    RnITGB1‐1r  GCAGAACAGGCCCCTGCTCC 951
GAPDH  NM_017008.3  RnGAPDH‐1f  CAAGAAGGTGGTGAAGCAGGCGGC 317
GAPDH    RnGAPDH‐1r  AGTTGGGATGGGGACTCCTCAGC 317
SOD1  NM_017050.1  RnSOD1‐1f  GCGGCTTCTGTCGTCTCCTTGC 506
SOD1    RnSOD1‐1r  CCAAGCGGCTTCCAGCATTTCCA 506
NFKB1  XM_342346.4  RnNFKB1‐1f  TGCACTTGGCCGTGATCACCA 364
NFKB1    RnNFKB1‐1r  TCCAGGAGCAGGCAGCCGG 364
STAT3  NM_012747.2   RnSTAT3‐1f  AACATGGCCGGCAAGGGCT 440
STAT3    RnSTAT3‐1r  GGGTCAGCTTCAGGGTGCTCCT 440
BCL2  NM_016993.1   RnBCL2‐1f  AGGACGTCGCCTCTACGGCC 354
BCL2    RnBCL2‐1r  CCAGGTGTGCAGATGCCGGTT 354
HO‐1§  NM_012580  RnHmox1‐1f  AAGGAGGTGCACATCCGTGCA 568






























































All statistica yses were performed  in G ad Prism Version 4.03 and  below 
0.05 were  ed to indicate significan rences. Significance was tested in repeated 














CD29  activates  the MEK/ERK  and  the  PI3K/PKB  pathways  in  various  cell  types  [Clark  and 
Brugge  1995]  including  cardiac  cells  [Ross  and  Borg  2001].  In  NRVM,  increased 
phosphorylation of ERK and PKB was observed upon CD29 stimulation, which peaked at 15 
min and was no longer detectable at 45 min (figure. 14A and B). Phosphorylation of serine 9 
of glycogen synthase kinase  (GSK)‐3β, which  is  inhibitory to  its kinase activity, was used to 
measure CD29‐induced pro‐survival signalling, because a) it is described as an elevated pro‐
apoptotic  target  kinase  in  adult  cardiomyocytes  upon  β‐adrenergic  receptor  agonists  and 
GPCR  agonists  such  as  endothelin‐1  [Haq,  Choukroun  et  al.  2000; Menon,  Johnson  et  al. 
2007] and b)  it  is downstream of the PI3K/PKB pathway  [Cross, Alessi et al. 1995; Sugden, 
Fuller  et  al.  2008].  Using  a  phosphorylation  site‐specific  GSK‐3β  (Ser9)  antibody, 
immunoreactive bands were observed at 15 min (figure 14C). No changes in phosphorylation 
were detectable when NRVM were  incubated with either an  inhibitory α‐CD29 antibody or 
with  a  non‐specific  IgG  (figure  14A‐C)  pointing  at  the  effectiveness  of  activating  α‐CD29.
Figure 14. CD29 induces time‐dependent phosphorylation of cell‐survival kinases (A) ERK1/2, (B) PKB/Akt and 
(C) GSK‐3β as detected by phospho‐specific antibodies  (Western blot). Cardiomyocytes were  treated with 5 
µg/mL  activating  α‐CD29  antibody,  unspecific  IgG  (IgG)  or  inhibitory  anti‐CD29  (iAb)  antibody.  Control  (co) 
indicates  baseline  phosphorylation  of  the  respective  kinase.  Kinase  phosphorylation  of  the  IgG  and  iAb 




















































****** ### ###* # * **










































α-CD29    - +         - + α-CD29     - +         - + α-CD29   - +          - + α-CD29    - +         - +













α-CD29    - +         - +α-CD29   - +         - +


























A B C D





























To  further  elucidate  the  pathways  of  kinase  activation  upon  CD29  stimulation,  the MEK 
),  the PI3K  inhibitors Wortmannin  (W) and  LY294002  (LY), and  the PKB 
Of the four inhibitors, U suppressed the α‐CD29‐induced phosphorylation of ERK (figure 15A‐
D), and W, LY, and Akti (but not U) suppressed the α‐CD29‐induced phosphorylation of PKB 
(figure  15E‐G). No  cross  talk  could be observed between  the PI3K/PKB  and  the MEK/ERK 



























(Western  blot).  Cardiomyocytes  were  treated  with  kinase  inhibitors  for  45 min  prior  to  α‐CD29 
administration  (5  µg/ml).  The  PI3K‐inhibitors  Wortmannin  (W)  and  LY29400  (LY),  the  MEK1/2 
inhibitor  U0126  (U)  and  the  PKB/Akt  inhibitor  Akti1/2  (Akti) were  used.  Phosphorylation‐specific 










igure  16.  CD29  activation  induces  an  oxidative  burst  in NRVM.  Representative  flow  cytometry 




in  DCF  fluorescence  indicated  by  a  shift  to  the  right  (i.e.,  an  oxidative  burst,  figure  16) 
[Vowells, Sekhsaria et al. 1995]. After 30 min of  incubation of NRVM with an activating α‐
CD29 antibody, the oxidative burst was evident and subsided to almost control levels at the 

















































































































We  further  investigated  a  likely  NOX‐dependency  of  this  burst  by  use  of  the  synthetic 
inhibitors apo  (500 µM) and DPI  (10 µM). Apocynin has been described as a NOX  inhibitor 
because of its ability to inhibit the regulatory NOX subunit p47phox in neutrophils. However, it 
is also described as an antioxidant  [Heumüller, Wind et al. 2008]. Heumüller et al.  (2008) 
state  that  it  is  unlikely  for  apo  to  directly  act  as  a  NOX  inhibitor  due  to  the  lack  of 












(in  blue) with  either  apocynin  (Apo;  500  µM,  14‐16  h),  or DPI  (10  µM,  45 min)  prior  to  α‐CD29 







































































shown by the blue  line where DCF‐positive cardiomyocytes shift to the  left.  In case of DPI, 






  cardiomyocytes  generated  ROS  upon  α‐CD29  binding  its  receptor  (figure  16), 
hich  raised  the question whether CD29‐induced  signalling  is ROS  regulated.  To  test  this 
ypothesis, MnTMPyP (MnT), a mimetic of the antioxidant enzymes SOD and cat, was used 





Figure  18.  MnTMPyP  reduces  CD29‐induced  pro‐survival  signalling.  Cells  were  treated  with 
MnTMPyP (MnT, 5 µM, 45 min) prior to α‐CD29 (5 µg/mL, 15 min). Aliquots of total cell lysate were 
analysed  with  the  respective  rabbit  α‐phospho‐antibodies  [ERK1/2  (Thr202/Tyr204),  PKB/Akt 






























Importantly,  single‐enzyme  overexpression  of  SOD  or  cat  was  less  effective  than 
overexpression of both enzymes. Although either enzyme alone  inhibited phospho‐MEK1/2 
(figure 20A) and phospho‐GSK‐3β (figure 20C), no inhibition of phospho‐PKB (figure 20B) was 
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Figure  20.  Overexpression  of  SOD  or  catalase.  (A‐C)  CMC  were  transfected  with  adenoviral 
constructs  to  overexpress  SOD  (Ad.Cu/ZnSOD1;  SOD50),  cat  (Ad.Catalase,  Cat50)  or  β‐galactosidase 
(Ad5CMVcytoLacZ;  LacZ50) at 50 MOI 36 hours prior  to  α‐CD29 administration  (10 µg/ml, 15 min). 
Single‐enzyme  overexpression  of  SOD  significantly  inhibited  α‐CD29  induced  phospho‐MEK1/2(A) 
and  ‐GSK‐3β  (C), whereas PKB/Akt phosphorylation  (B) was  significantly  increased.  In  contrast,  cat 
efficiently  inhibited  phosphorylation  of  all  three  kinases  (A‐C).  Phospho‐specific  antibodies  were 
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Figure  21. Apocynin  and  DPI  impair  CD29‐induced  survival  si   Apocynin  (500  µM)  was 









induced signalling  in NMVM  isolated from gp91  (NOX2; CYBB) knock‐out mice and from 
mice lacking a functional catalytic subunit p47 (p47 LOF). In CYBB knock‐out strains, a 
neomycin resistance gene is inserted in exon 3 so that no protein is expressed . p47  LOF 




gene. This mutation  is  an A  to C 
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  cells  from  these mice13. Upon  CD29  stimulation,  significantly  lower  levels  of  phospho‐
RK1/2,  phospho‐PKB  and  phospho‐GSK‐3β were  observed  in NOX2‐knock‐out  NMVM  as 
ompared to wild‐type (wt) (figure 22A‐C).  In p47phox LOF NMVM, CD29 activation failed to 
  phosphorylation  of  PKB  (Ser473)  (figure  22E)  and  GSK‐3β(Ser9)  (figure  22F).  By 
contrast, CD29‐induced phosphorylation of ERK1/2 (figure 22D), was unaffected by the  loss 
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NMVM,  we  tested  whether  the  CD29‐induced  oxidative  burst  was  impaired  in  NMVM 
deficient  in  NOX2  or  p47phox.  Upon  activation  of  CD29,  a  shift  in  DCF  fluorescence  was 





igure  23.  Lack  of  CD29‐induced  oxidative  burst  in  p47phox  LOF  cardiomyocytes.  Serum‐starved 























p47 LOF  (A,  C)  and  NOX2  k.o.  (B,  D)  NMVM  depict  untreated wt  (black),  α‐CD29  treated wt 















CD29 engagement  induces JNK phosphorylation that peaks at 15 minutes; this signal  is  lost 



















talk of PI3K and PKB with SAPK/JNK. By contrast,  the MEK  inhibitor  (U)  suppressed CD29‐
















  for  45  min  prior  to  α‐CD29 
 Effect of JNK inhibition on GSK‐3β phosphorylation 




of  MEK/ERK.  Cardiomyocytes  were  treated  with  kinase  inhibitors
administration  (5  µg/mL).  The  PI3K‐inhibitors  Wortmannin  (W)  and  LY29400  (LY),  the  MEK1/2 






neurons, concomitant  inhibition of GSK‐3β  involves the activation of the  JNK pathway
esults in increased microtubule stability [Ciani and Salinas 2007]. To test whether GSKr









































ardiomyocytes  were  treated  with  the  Src  kinase  inhibitors  SU6656  (SU,  10  µM)  and 
yrazolopyrimidin (PP2, 10 µM) for 45 min prior to CD29 administration (5 µg/mL). Both SU 
nd PP2 have been considered  to be selective Src  inhibitors  [Hanke, Gardener et al. 1996; 











































































APKKKK  [O'Neill, Matallanas et al. 2005] which activates  JNK  in response to stress and  is 
 





MST2  is  a  Ste20‐like  kinase  that  encodes  a  serine/threonine  kinase  that  functions  as
M
inhibited  by  PKB  in  kidney  cells  [Kim,  Shu  et  al.  2010].  SU  showed  no  effect  in  inhibiting 







































































on,  a  protein  tyrosine  phosphatase  dephosphorylates  Src  at  Tyr527,  after  which 
utophosphorylation  of  Tyr416  is  necessary  for  complete  activation  [Cooper  and  Howell 




cardiomyocytes  by  use  of  adenoviral  constructs.  Preliminary  data  indicate  that  Src  family 
 
































































































To  investigate whether  GSK‐3β  is  a  target  of  PKC,  NRVM  and  rat  cardiomyoblasts were 
treated  with  the  PKC  inhibitor  H3232  for  45  minutes  prior  to  CD29  administration  (15 
minutes). H3232  is a synthetic peptide which binds to the pseudosubstrate domain of PKC 
and  inhibit   its  kinase  activity.  [Alexander,  m  et  al 1989;  Jakab,  Weiger  et al. 


































for CMC, H2O2 and PMA  served as positive controls and  induced  strong DCF  fluorescence. 
Preliminary data  indicated  that PP2 did not  inhibit  the burst  in CMC. However,  it affected 
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time points  (30 min  to 16 h)  than NOX2  levels. This contrasts with data by Hingtgen et al. 
(2006), who showed that neonatal cardiomyocytes and adult left ventricular cardiomyocytes 











































































s  of NOX  gene  copies  in NRVM.  C:  control without  any  stimulus;  I 
represents  cells  treated  with  α‐CD29  antibody,  measured  at  the  indicated  time  points  after 
treatment. NOX2 and NOX4 were amplified for 40 cycles, and NOX1 for 31 cycles. NOX2 and NOX4 
vels are thus directly comparable because they were amplified for the same number of cycles. The 
bars  indicate  less  NOX4  than  NOX2.  Although  NOX1  was  measured  at  a  different,  lower  cycle 
umber,  its  relative  expression  level  is much higher  compared  to NOX2.  These data  indicate  that 
OX4 is less highly expressed than NOX2 and NOX1. (n=2) 




Preliminary  investigations  of  Cu/Zn  SOD  (SOD1),  haem  oxygenase  1  (HO‐1),  NFκB,  signal 
transducer  and  activator  of  transcription  3  (STAT3)  and  Bcl2  expression were  performed. 
FκB is a redox‐sensitive transcription factor implicated in cell survival [Trachootham, Lu et 





















































































cardioprotective  [Wang, Hamid et al. 2010]. HO  SOD1 are  reported  to protect  from 







n patterns of Cu/Zn  SOD  (SOD1), haem oxygenase  (HO‐1), NFκB and Bcl2  in 




































































It  has  become  evident  that moderate  or  low  levels  of  ROS  act  as mediators  in  cellular 
ignalling processes. The production and removal of ROS are tightly regulated by enzymatic 
(e.g.,  SOD,  catalase)  and  non‐enzymatic  (e.g.,  ascorbic  acid,  α‐tocopherol)  systems  that 
ensure a balanced redox‐system. While under physiological conditions, low levels of ROS act 
transiently  and  locally,  excessive  ROS  levels  ar armful  to  bystander  cells  and  adjacent 
tissue  by  damaging  proteins,  lipids,  DNA  and  carbohydrates,  resulting  in  injury  and 
pathophysiological  processes.  H2O2  levels  greater  than  0.1  mM  promote  apoptosis  in 
neonatal  and  adult  cardiomyocytes  [Aikawa,  Komuro  et  al.  1997;  Kwon,  Pimentel  et  al. 
2003].  The  latter  became  necrotic when  exposed  to  levels  greater  than  1 mM  [Aikawa, 
Komuro et al. 1997]. 
However,  in  the  experiments  described  in  this  thesis,  the  generated  oxygen  radicals  and 
non‐radicals  seemed  to  be  present  at  low  levels her  than  in  excessive  amounts. We 
showed  that CD29‐induced ROS generation occurred within a one‐hour  time  interval. This 
burst was impaired by DPI and apo. Interestingly, these findings are in agreement with DPI‐




levels,  but we  observed  a  second wave  of  ROS  generation  at  three  to  four  hours  after 
activation of the  integrin receptor. Using NOX subunit‐deficient mouse strains, we showed 
that NOX is responsible for ROS generation in cardiomyocytes. The finding that inhibition of 
ment of another  functional NOX member  (i.e., not NOX2). NOX4 differs  from NOX2 
and  NOX1  by  being  independent  of  regulatory  subunits  like  p47phox,  only  requiring  the 
004]  for activity. The most  likely 
candidate therefore is NOX1, since its activity also depends on phagocytic p47phox regulatory 











p47phox homologue NOXO1  [Bánfi, Clark et al. 2003], which  is dispensable where p47phox  is 
293 cells [Gianni, Diaz et al. 2009].  
  the  source of ROS upon CD29  activation. However, 
addei  et al.  (2007)  showed  that  in NIH 3T3  (mouse embryonic  FB),  integrin engagement 




Our  findings  clearly  implicate NOX  as
T
through FN binding induced an initial, mitochondria‐derived burst, followed by a second ROS 
release  attributed  to  5‐LOX  [Taddei,  Parri  et  al.  2007].  O’Donnell  &  Azzi  (1996)  also 
addressed LOX as potential source of ROS  in human skin FB upon nicotinamide nucleotide 
stimulation  [O'Donell  and  Azzi  1996].  Touyz  &  Schiffrin  (1999)  showed  ang  II‐mediated 
phospholipase D‐dependent and NOX‐sensitive, ROS formation in VSMC [Touyz and Schiffrin 
1999]. Of particular importance are the findings of Bonizzi et al. (1999), who showed distinct 













inhibitory  to  GSK‐3α  or  GSK‐3β  activity,  respectively.  Inhibition  of  GSK‐3  via  the  PI3K 
pathway promotes  cell  survival  in Rat‐1  cells  (a  fibroblast  cell  line), PC12  cells or  chicken 
neurons  [Frame  and  Cohen  2001].  Additionally,  CD29‐dependent,  PI3K‐mediated 
Pathways  that  are  related  to  pro‐survival  cascades  typically  involve  PI3K/PKB  and/or 
MAPK/ERK1/2 in cardiomyocytes [Matsui, Nag shi et al. 2003]. A prominent target of PKB is 
the GSK3 [Cross, Alessi et al. 1995], of which two isoforms, GSK3α and GSK3β, are expressed 
in  cardiomyocytes.  Phosphorylation  of  the  regulatory  serine  residues  Ser21  or  Ser9  is 
phosphorylation  of  the  inhibitory GSK‐3β  Ser9  protects  adult  rat  CMC  from  β‐adrenergic 
 
73 
receptor‐induced  apoptosis  [Menon,  Johnson  et  al.  2007]. We  showed  that  in NRVM  the 
PI3K/PKB and MEK/ERK pathways are both activated by CD29; here, GSK3β was uncovered 
as a target of both pathways. Even though GSK3β  is reportedly directly phosphorylated by 
PKB,  several  other  kinases  such  as  S6K  or  RSK  (a  kinase  target  of  ERK1/2)  have  been 
implicated  in GSK3β  inhibition  in  the  heart  [Sugden,  Fuller  et  al.  2008].  Furthermore, we 
showed that CD29 induced the stress responsive kinase JNK, which acts upstream of GSK‐3β, 
although  JNK  activation  occurred  at  a much  lower  level  than  for  the  other  investigated 
kinases.  JNK  activation  has  been  demonstrated  to mediate  cytoprotection  in NRVM  after 
oxidative  stress  (hypoxia  reoxygenation)  [Dougherty,  Kubasiak  et  al.  2002]  and  in  nitric 
oxide‐induced  apoptosis  [Andreka,  Zang  et  al.  2001].  In  conclusion, we  found  that  CD29‐
induced survival signalling  in cardiomyocytes  includes the phosphorylation of ERK1/2, PKB, 
JNK and GSK‐3β, all of which were further examined for their ROS dependency. 
by adenoviral overexpression.  In  the presence of both SOD and  catalase, 
ROS  is cleared and α‐CD29‐induced MEK1/2‐phosphorylation, ERK1/2‐phosphorylation, PKB 
phosphorylation, and GSK‐3β phosphorylation were inhibited (see also figure 35). Siwik et al. 
ion  of  Cu/Zn  SOD  with 






and  Torres  2002],  including  neonatal  cardiomyocytes  [Aikawa,  Komuro  et  al.  1997]. We 
showed the aforementioned survival kinases to be ROS‐dependent by the combined use of 
the enzymes Cu/Zn  SOD  and  catalase, both of which were  investigated pharmacologically 
(MnTMPyP) and 
(1999)  showed  that  in  neonatal  rat  cardiomyocytes,  the  inhibit
d
concentrations, whereas  lower concentrations of DDC mediated cell growth [Siwik, Tzortzis 
et  al.  1999].  High  DDC  levels  led  to  high  intrecellular  superoxide  anion  levels  that were 




second messengers  in  CD29‐induced  pro‐survival  signal  transduction  in  NRVM.  Recently, 









Figure  35.  CD29‐induced  intracellular  signalling  events  in  NRVM.  Inactive  CD29  and  NOX  are 
H3232;  red blunted arrow) or  loss of NOX  function  (due  to non‐functional p47  or NOX2 knock‐
out), or scavenging of NOX‐derived ROS (adenoviral overexpression of SOD and cat; AdSOD, AdCat, 
 
depicted  on  the  right.  CD29  forms  a  heterodimeric  transmembrane  receptor  (light  grey)  with 
different  α‐integrin  subunits.  The  transmembrane NOX  subunit NOX2  (gp91phox,  orange)  together 




pro‐survival  signalling  cascades  (black  dashed  circle). Using  the  indicated  kinase  inhibitors  for  Src 
(PP2), MEK (U), PI3K (W and LY), PKB/Akt (Akti1/2) and JNK (SP), the pro‐apoptotic kinase GSK3β was 
located  downstream  of  both,  the MEK/ERK  and  PI3K/PKB  pathways.  It  is  of  note  that  U  is  also 
reported to inhibit other protein kinases than MEK1/2 [Bain, Plater et al. 2007]. Inhibition (apo, DPI, 
phox




Finally  the  role  of  NOX  in  CD29‐activated  cells was  investigated.  DPI  and  apocynin  both 
abolished  CD29‐induced  ERK1/2  phosphorylation,  PKB  phosphorylation,  and  JNK 
phosphorylation, whereas  the evaluation of GSK‐3β phosphorylation  is hampered because 
DPI  and  apo  induced  kinase  phosphorylation.  In  any  event,  these  findings  suggest  an 
involvement of NOX. Subsequently, mice carrying either a knock‐out of the transmembrane 
NOX subunit NOX2, or a LOF of the regulatory subunit p47phox were used to assess whether 
NOX2  determines  CD29‐activation‐mediated  survival  signal  transduction  in  NMVM.  As 
expected, NOX2 knock‐out mouse cardiomyocytes showed reduced  levels of CD29‐induced 
ERK1/2 phosphorylation.  Similarly,  the  levels of phosphorylation of PKB  and GSK‐3β were 
significantly reduced in both NOX2‐ and p47phox‐LOF cardiomyocytes, highlighting the central 
role of NOX2‐ and p47phox‐derived ROS  in CD29‐induced  survival  signalling. The  remaining 
phospho‐ERK1/2  signal  in  p47phox  LOF  NMVM  indicates  a  NOX  independent  and/or 
compensatory  pathway.  As  discussed  before  (section  6.1),  p47phox  can  be  replaced  by  its 
homologue NOXO1  in  the NOX  homologue NOX1, which might  signal  through  ERK1/2  in 





In detail, Giannoni and  co‐workers proposed  that  in  cell  suspension, Src kinase  is  inactive 
and in a reduced state with only Tyr527 phosphorylated. Upon contact to the ECM in “early 
tive. In the following “late adhesion/spreading” phase, Tyr527 is still 
dephosphorylated  due  to  ECM  binding  and  LOX‐derived  ROS  production.  Tyr416  is  still 
 
We sought for likely upstream kinases of the PI3K/PKB and the MEK/ERK pathway and/ or of 




al.  (2005) reported  that ROS activated Src  tyrosine kinase  through redox regulation during 
cell adhesion and anchorage‐dependent cell growth [Giannoni, Buricchi et al. 2005]. Src was 
oxidized and activated   response to ECM attachment and thus following   activation. 




phosphorylated, and  then Src kinase  is oxidized and becomes completely active. After  the 
application of  reducing agents, ROS formation  is dimin shed, Src  kinase becomes  reduced 
and inactive, Tyr416 is dephosphorylated and Tyr527 phosphorylated. Three years later, the 
same  research  group  presented  a  model  in  which  integrin  engagement  due  to  cell 
attachment induced Src activity via oxidation of the kinase [Giannoni, Buricchi et al. 2008]. In 
that  study,  this  led  to  inhibition of  the pro‐apoptotic  kinase Bim  through EGFR  activation 
followed by ERK and PKB activation, and protected against anoikis  in a human endothelial 
cell  line derived  from  the bladder  (ECV304). Also, another  study demonstrated  Src  kinase 
activation  upon  Ang  II  treatment,  which  transactivated  EGFR,  Rac  and  NOX1  [Lyle  and 
Griendling  2006].  Thus  in  short,  our  data  indicate  that  Src  activity  is  impaired  upon  ROS 
removal  and  it  appears  very  likely  that  NOX2  promotes  Src’s  activity  through  redox‐ 
regulation. 
 
Secondly,  we  explored  whether  PKC  could  be  involved  in  the  investigated  signalling 
cascade(s), hypothesizing  an  involvement upstream of NOX.  In neutrophils, PKC has been 
suggested  to  activate  the  regulatory  NOX  subu
    i  
nit  p47phox  by  phosphorylation  [Fontayne, 




wild  type  or  the  p47 LOF  strain.  It  is  of  note  that  a  CD29‐induced  increase  in  PKCζ‐
phosphorylation  is  absent  in wild‐type CMC, which  leaves  the  possibility  that  PKCζ  is  not 








Data  on  the  involvement  of  NOX  in  different  processes  in  the  cardiovascular  system, 





in  the myocardium, NOX and NOX‐derived ROS have previously mainly been  implicated  in 
pathophysiological processes [Akki, Zhang et al. 2009].  




of  AMI  was  investigated.  High  levels  of  NOX2  were  detected,  localized  at  the  plasma 
membrane and  in the cytosol of cardiomyocytes. NOX2 was expressed  in both, normal and 
diseased human cardiomyocytes, but was  increased  in sections after AMI. Similarly, Looi et 
al.  (2008)  demonstrated  the  involvement  of  NOX2  in  adverse  cardiac  remodelling  after 
myocardial  infarction  in NOX2 knock‐out mice [Looi, Grieve et al. 2008].  In contrast, NOX2‐
derived ROS have been  also  implicated  as mediators of  cardiomyocyte protection  against 
ischaemia/reperfusion injury conferred by ischaemic preconditioning [Bell, Cave et al. 2005]. 
NOX2 is involved in the hypertrophic response to Ang II [Bendall, Cave et al. 2002], and ROS 
production was  increased  in wild‐type cardiomyocytes upon Ang  II treatment compared to 
the basal  level  in knock‐out mice. The hypertrophic markers ANF  (atrial natriuretic  factor; 
inhibits  maladaptive  hypertrophy),  β‐MHC,  were  significantly  induced  in  wild  type 
cardiomyocytes but not in knock‐out CMC, as was the heart to body weight ratio in wild‐type 
animals.  These  findings  indicate  a  pathphysiological  role  of  NOX2  in  Ang  II‐induced 
hypertrophy.  A  follow‐up  study  by  the  same  group  investigated  the  role  of  NOX  upon 









isoforms  in  response  to  different  stimuli. Where
p
NOX4 has been reported to be important during cardiac differentiation, in regulating MAPK 
activation,  and  several  transcription  factors  [Li,  Stouffs  et  al.  2006].  NOX4  knock‐down 
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impairs  cardiac differentiation, which  can be  rescued by application of exogenous H2O2  in 
the  nM  range.  Recently,  NOX4  has  been  implicated  as  major  source  of  mitochondrial 
oxidative stress causing cardiac dysfunction upon pressure overload  in the mouse heart, as 
shown  by  use  of  a  cardiac  specific NOX4  knock‐out  [Kuroda,  Ago  et  al.  2010].  They  also 
showed that NOX4 overexpression promotes the proliferation of cardiac FB. Although other 










myocardial  protein  levels  of  NOX2  or  p22 .  Upon  pressure  overload,  NOX4  knock‐out 




specific  NOX4  transgenic  mouse  to  increase  NOX4  protein  levels.  These  mice  showed 
increased  NOX4  gene‐and  p22   protein  expression  whereas  NOX2  levels  remained 
constant between  strains. NOX4  transgenic mouse hearts did not  show basal dysfunction, 
and they showed less hypertrophy and interstitial fibrosis in response to pressure overload. 
Additionally,  upon  pressure  overload  these  transgenic  mice  exhibited  an  enhanced 

















•‐and  H2O2  are  the  prevalent  oxygen‐derived molecules  implicated  in  redox  signalling. 
More  than  a  decade  ago,  these  ROS  were  implicated  in  a  range  of  cellular  outcomes 
including apoptosis, senescence, and survival. Several cell surface receptors, transmembrane 












the  studies  of Maraldi  et  al.  (2009)  and  Groeger  et  al.  (2009).  In  the  human  leukaemic 
megacaryocytic  cell  line M07e, NOX2 was  implicated as  the  source of ROS  in  response  to 
interleukin  (IL)  3  treatment  [Maraldi,  Prata  et  al.  2009].  In  that  study,  NOX2‐mediated 
survival was mainly validated by use of DPI and apocynin, although NOX2  siRNA was also 




ROS  scavenging  compounds  such  as  EUK‐134  [Maraldi,  Prata  et  al.  2009].  EUK‐134  is  a 
SOD/catalase mimetic and inhibited phosphorylation of PKB, ERK, and Src, but did not affect 
JNK  phosphorylation.  Based  on  their  study,  suggesting  that  transient  H2O2  generation 
induces  survival  [Mackey,  Sanvicens  et  al.  2008], Groeger  et  al.  (2009)  later  showed  that 















Although  several  ROS  sources  besides  NOX  are  present  in  each  cell,  recent  reports 
demonstrated  NOX  acting  in  a  spatio‐temporally  defined manner.  NOX  is  distributed  in 
several compartments  including endosomes,  the endoplasmic  reticulum,  lipid  rafts, nuclei, 
or  at  cell migrations  sites  [Ushio‐Fukai  2006; Ushio‐Fukai  2009]. Oakley  et al.  (2009)  also 
suggested that so‐called redoxosomes exist. These redox‐active endosomes contain NOX, as 






In  a model  of  specialized microdomains  (caveolae),  angiotensin  II  receptor  type  I  (AT1R) 
stimulation by ang II resulted in partial internalization of the receptor. This was accompanied 
with  activation  of NOX1  and  recruitment  of  caveolin  1  to  the  receptor, which  promoted 
transactivation  of  EGFR  through  ROS‐dependent  Src  activation.  Both,  tyrosine‐ 
phosphorylated EGFR and caveolin 1, are subsequently released to the site of focal adhesion. 
There they colocalize with another NOX family member, namely NOX4, as well as paxillin and 
integrin,  resulting  in  redox  signalling  leading  to  VSMC  hypertrophy  [Ushio‐Fukai  2009]. 
Pendayala  et  al.  (2009)  localized  NOX4  in  the  nucleus  under  normoxia.  In  response  to 
hyperoxia, NOX4 translocates to the cytosol and endoplasmic reticulum. They also described 
the  reciprocal  compensation  of  NOX2  and  NOX4  in  lung  endothelial  cells:  They  showed 
increased  expression  and  regulation of NOX2  proteins  and  transcripts,  in  siRNA‐mediated 








focal  adhesions  and NOX1 was  co‐localized with  caveolin  in VSMC. Distinct  cellular  redox 
transfected 
EK293 cells [Anilkumar, Weber et al. 2008]. Anilkumar et al. showed NOX2 was localized at 
the plasma membrane, while NOX4 was  found at  the endoplasmic  reticulum, co‐localizing 







TNFα‐treated  cells  only  induced  ROS  in  NOX2‐transfected  cells  [Anilkumar, Weber  et  al. 
2008]. 
9, Ushio‐Fukai2006],  it  is 
clear  that  NOX‐derived  ROS  may  act  in  a  context‐dependent  fashion,  and  may  also 
contribute to cell survival. This also  implies that a) at the same time, several NOX  isoforms 
may be activated in response to one defined stimulus; b) the activated NOX isoform may act 
either  in  close  proximity  or  at  distant  compartments  relative  to  the  stimulus,  and  c)  one 
stimulus may activate different NOX isoforms in different physiological states. For example, 
under  pathological  conditions  in  the  heart,  NOX2  activity  may  be  harmful  while  NOX4 
 
hardly  expressed  in  the  cardiomyocytes  we  investigated.  Also,  another  functional  NOX 
homologue  dependent  on  p47   is  activated  under  conditions  when  NOX2  activity  is 
impaired.  Therefore,  it  appears  very  likely  that  several  NOX  homologues  are  activated 
depending on the physiological conditions, the stimulus, tissue and the cell type. 






Due  to  the  distinct  spatiotemporal NOX  distributions  [Oakley200







In my  thesis,  I  have  provided  novel  insights  into  the mechanisms  of  CD29  induced  pro‐
survival  signalling  in  primary  cardiomyocytes  (see  figure  35).  The  pro‐survival‐related 
pathways PI3K/PKB and MEK/ERK were activated upon CD29 engagement. Src family kinase 
was  placed  upstream  of  the  aforementioned  survival  pathways  and  PKC  was  placed 
upstream  of  NOX.  With  the  exception  of  PKC,  all  signalling  kinases  investigated  were 




additional  oxidase  involved  in  generating  ROS.  Preliminary  expression  data  hint  at  the 
availability of this NOX isoform in ventricular cardiomyocytes. These data clearly add to the 
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